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GENE CO DAN T POUR UNE ACYLTRANSFERASE DE COLZA, 
ET SES UTILISATIONS 
L' invention est relative a 1' identification et 
au clonage d'un gene codant pour une acyltransf erase, et 
5 a ses utilisations. 

Les glycerolipides (glycolipides, phospholipi- 
des, et triacylglycerides) constituent chez les vegetaux 
la majeure partie des lipides . Leur precurseur commun est 
le sn-1, 2-diacylglycerol-3-phosphate ou acide phosphati- 
10 dique (PA), resultant de 1 ' esterif ication des positions 
sn-1 et sn-2 du glycerol-3-phosphate (G3P) par des acides 
gras. La sn-glycerol-3-phosphate acyltransf erase (GPAT) 
(E.C 2.3.1.15) catalyse l'acylation de la position sn-1 
du G3P pour former le sn-l-acylglycerol-3-phosphate ou 
15 acide lysophosphatidique (LPA) . Le LPA est ensuite utili- 
se comme substrat par la l-acyl-sn-glycerol-3-phosphate 
acyltransferase ou acyltransf erase lysophosphatidique 
(LPAAT) (E.C. 2. 3. 1.51) qui acyle la position sn-2 du gly- 
cerol. Dans la synthese des triacylglycerides, qui cons- 
20 tituent l'essentiel des lipides de reserve, intervient 
une troisieme enzyme, la sn-1, 2-diacylglycerol acyltrans- 
ferase ou diacylglycerol acyltransferase (DAGAT) qui ca- 
talyse l'acylation de la position sn-3. 

Les lipides vegetaux sont utilises actuelle- 
25 ment dans des domaines tres varies, de 1' alimentation a 
1' Industrie chimique, et il est souhaitable de disposer 
de plantes produisant des lipides specif iquement adaptes 
a 1' utilisation envisagee. Dans ce but, on cherche notam- 
ment a modifier la composition en acides gras des glyce- 
30 rolipides, et en parti culier des triacylglycerides. 

Par exemple, dans le cas du colza (Brassica 
napus) , on utilise pour l'huile alimentaire, les plantes 
ayant la teneur la plus faible possible en acide eruci- 
que. En revanche, on recherche une teneur elevee en acide 
35 erucique chez les plantes produisant des huiles destinees 
a 1' utilisation industrielle . 



La composition des glycerolipides en acides 
gras depend essentiellement , d'une part de la repartition 
quantitative et qualitative des acides gras produits par 
la plante, et d' autre part de la specif icite de substrat 
des acyltransf erases vis-a-vis de ces acides gras. Pour 
controler cette composition, il a ete propose d'agir se- 
parement ou conjointement sur ces deux facteurs, en in- 
tervenant : 

- au niveau de la biosynthese des acides gras, 
pour favoriser ou au contraire inhiber la production d' un 
ou plusieurs acides gras specif iques, et eventuellement 
pour induire la synthese de nouveaux acides gras ; 

- au niveau de 1'acylation du G3P, pour modi- 
fier sa specif icite dans le sens souhaite. 

Dans le cas du colza, les varietes les plus 
riches en acide erucique actuellement disponibles produi- 
sent une huile dans laquelle 1' acide erucique represente 
au plus 50 a 60% des acides gras totaux. L' analyse des 
triacylglycerides des graines issues de ces varietes a 
montre que cet acide est present quasi exclusivement aux 
positions sn-1 et sn-3 ; cette repartition selective a 
ete attribuee a la specificite de substrat de la LPAAT de 
colza, qui exclurait les acides gras a tres longue chaine 
(>C20) ; ceci limite la teneur en acide erucique des 
triacylglycerides de graines de colza a un seuil theori- 
que maximal de 66% des acides gras totaux. 

Dans le but de s'affranchir de cette limita- 
tion, le gene d'une LPAAT de Limnanthes alba capable 
d'incorporer 1' acide erucique en position sn-2 a ete ex- 
prime dans les graines d'une variete de colza a taux ele- 
ve en acide erucique. Cependant, bien qu' une incorpora- 
tion d' acide erucique en position sn-2 ait ef f ectivement 
ete observee dans les triacylglycerides des graines de ce 
colza transgenique, cette incorporation est restee fai- 
ble ; en outre, la quantite totale d' acide erucique in- 
corporee dans ces triacylglycerides n' etait pas supe- 
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rieure a celle des plantes temoin non transf ormees 
[LASSNER et al., Plant Physiol. 109:138 9-1394,(1995)]. 

Ce resultat pourrait s'expliquer, en dehors de 
1' eventualite d'une production limitante d' acide eruci- 
5 que, par une faible specif icite ' de la LP PAT exogene de 
Limnanthes , qui, outre 1' acide erucique, pourrait egale- 
ment incorporer de 1' acide oleique, et egalement par 
1' existence d'une competition entre 1' activite LPAAT exo- 
gene et une activite LPAAT endogene du colza, qu' il se- 

10 rait necessaire d' inhiber pour augmenter 1' incorporation 
d' acide erucique. 

Jusqu'a present, on ne disposait que de peu 
d' informations sur 1' enzyme ou les enzymes responsable (s) 
de 1' activite LPAAT chez le colza. Les LPAAT sont en ef- 

15 fet des enzymes membranaires, difficiles a purifier sous 
forme active. 

A 1' exception de la LPAAT de noix de coco 
[KNUTZON et al., Plant Physiol. 109:999-100 6, (1995)], 
qui a ete purifiee a partir des membranes de 1' albumen, 

20 et dont le gene a ete ulterieurement isole par criblage 
d'une banque d'ADNc, les LPAAT vegetales deja identifiers 
ont pour la plupart ete caracterisees par des techniques 
de genet ique moleculaire. II s'agit de la LPAAT de mais 
[BROWN et al., Plant Mol. Biol., 26:211-223, (1994)], des 

2 5 LPAAT de Limnanthes [BROWN et al., Plant Mol. Biol., 
29:267-278,. (1995) ; HANKE et al., Eur. J. Biochem. 
232:806-810, (1995) ] . 

Afin de permettre 1' amelioration du controle 
de I'acylation en position sn-2, les Inventeurs ont en- 

30 trepris de caracteriser la ou les enzymes impliquee(s) 
dans 1' activite LPAAT chez le colza. 

lis sont ainsi parvenus . a isoler une sequence 
d'ADN de Brassica napus codant pour une LPAAT plastidiale 
fonctionnelle ; cette LPAAT sera denommee ci-apres BAT 2 

35 (Brassica Acyl-Transf erase 2) . 



Une sequence d'acide nucleique comprenant la 
sequence codant pour BAT 2 est representee dans la liste 
de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO: 1, et la 
sequence polypeptidique deduite est representee sous le 

numero SEQ ID NO: 2. 

2 codons ATG pouvant constituer des sites po- 
tentiels d' initiation de la traduction sont presents sur 
la sequence SEQ ID NO: 1 ; le polypeptide de 344 acides 
amines debutant au residu methionine en position 16 de la 
sequence SEQ ID NO: 2 est suffisant pour l'activite 
LPAAT. 

L' analyse de la sequence en acides amines de 
BAT2 par le logiciel pSORT suggere la presence d' une se- 
quence signal comprise dans les 95 acides amines N- 
terminaux de la sequence SEQ ID NO: 2. Cette sequence si- 
gnal est impliquee dans l'adressage de la LP PAT BAT2 dans 
la membrane plastidiale. 

La sequence de la proteine mature active est 
comprise dans les 279 acides amines C-terminaux. 

La comparaison, a l'aide du logiciel BLASTX2 
[GISH et al., Nat. Genet., 31:266-272, (1994)] entre la 
sequence peptidique de BAT 2, et les sequences peptidiques 
de LPAAT precedemment connues, fait apparaitre une tres 
faible homologie (au maximum 20% d'identite) lorsque la 
comparaison est effectuee sur 1' ensemble de la sequence. 

Sur certaines regions de la sequence, on ob- 
serve une homologie plus importante. La figure 1 repre- 
sente l'alignement de la sequence 187-302 de BAT 2 avec 
les sequences des LPAAT presentant la plus forte homolo- 
gie. Les scores les plus importants sont observes avec : 

- le produit du gene SLC1 de S. cerevisiae 
(P33333) [NAG I AC et al. J. Biol. Chem., 268:22145-22163, 
(1993)] : 32% d'identite et 51% d' equivalence, sur un 
alignement de 204 acides amines ; 

- la LPAAT microsomale des graines de Limnan- 
thes (Q42870) [HANKE et al., Eur. J. Biochem. , 232:806-810, 



(1995) ; LASSNER et al., Plant Physiol. 109:138 9-1394, 
(1995) ; BROWN et al., Plant Mol. Biol., 29:267- 
278,. (1995)] : 30% d' identite et 54% d' equivalence, sur un 
alignement de 182 acides amines ; 
5 la LPAAT d'endosperme de noix de coco 

(Q42670) [KNUTZON et al., Plant Physiol. 109:999-1006, 
(1995)] : 31% d' identite et 47% d' equivalence, sur un 
alignement de 229 acides amines ; 

la LPAAT hypothetique de Synechocystis , 
10 (P74498) : 30% d' identite et 55% d' equivalence, sur un 
alignement de 143 acides amines ; 

- la proteine plsC de E. Coli (P26647) : 31% 
d' identite et 50% d' equivalence, sur un alignement de 115 
acides amines . 

15 La presente invention a pour objet un fragment 

d'acide nucleique comprenant : 

a) une sequence codant pour une LPAAT vegetale 
dont la sequence peptidique presente au moins 20%, de 
preference au moins 30% et avantageusement au moins 50 a 

20 95% d' identite avec la sequence SEQ ID NO: 2 ; et/ou 

b) une sequence complementaire de la sequence 
codante a) ci-dessus. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, ladite sequence codante code pour le 
2 5 polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2. 

L' invention englobe egalement des fragments de 
plus de 20pb, et de preference de plus de 30pb, d' une se- 
quence codante telle que definie ci-dessus, ou capables 
de s'hybrider specif iquement en conditions stringentes, 
30 avec ladite sequence. Ceci inclut en particulier les 
fragments de toute sequence codant pour le polypeptide 
SEQ ID NO: 2, ou de sa sequence complementaire, a 
1' exception des fragments constitues par un oligonucleo- 
tide codant pour l'une des sequences peptidiques suivan- 
35 tes (code 1 lettre) : 

FPEGTRS ; . 



PFKKGA ; 

qui sont communes a des LPAATs de sequences 
anterieurement connues, ou des fragments complementaires 
dudit oligonucleotide. 

Des fragments d'acide nucleique conformes a 
1' invention peuvent en particulier etre utilises comme 
amorces et/ou sondes, pour detecter et doner des sequen- 
ces codant pour des LPAATs plastidiales, de colza ou 
d'autres vegetaux, ainsi que des sequences codant pour 
des LPAATs de colza ou d'autres especes, notamment de 
cruciferes, exprimees dans des compartiments cellulaires 
autres que les plastes, en particulier le reticulum endo- 
plasmique . 

Les analyses effectuees par transfert de 
Southern et par RFLP, en utilisant comme sonde 
d' hybridation en conditions stringentes l'ADNc de BAT 2, 
marque au 32 P, montrent la presence dans le genome du 
colza, ainsi que dans le genome d'A. thaliana, d'au moins 
2 exemplaires homologues du gene BAT2 , et permettent de 
supposer que ce gene fait partie d' une famille multigeni- 
que comprenant 4 membres . 

La presente invention a egalement pour objet : 
les vecteurs recombinants resultant de 
1" insertion d'au moins un fragment d'acide nucleique con- 
forme a 1' invention, dans un vecteur approprie ; avanta- 
geusement, il s'agit de vecteurs d' expression dans les- 
quels le fragment d'acide nucleique conforme a 1' inven- 
tion est insere sous contrdle transcript ionnel de sequen- 
ces de regulation (telles que promoteur et/ou termina- 
teur) fonctionnelles dans une cellule-hote dans laquelle 
on souhaite exprimer ledit fragment. 

- les cellules-hotes, procaryotes ou eucaryo- 
tes, et les organismes pluricellulaires , en particulier 
des cellules vegetales et des vegetaux, transformes par 
au moins un fragment d'acide nucleique conforme a 1' in- 
vention. 



L' invention englobe egalement la LPAAT recom- 
binante ou les fragments de LPAAT recombinante, resultant 
de 1' expression dans une cellule-hote, de la sequence co- 
dant pour ladite LPAAT ou ledit fragment, portee par un 
5 fragment d'acide nucleique conforme a 1' invention. La 
LPAAT recombinante conforme a 1' invention, ou ses frag- 
ments, peuvent par exemple etre utilises pour produire 
des anticorps anti-LPAAT, permettant le criblage de ban- 
ques d' expression d'ADNc dans le cadre de la detection et 
10 du clonage d'autres LPAATs. 

Des fragments d'acide nucleique conformes a 
1' invention peuvent avantageusement etre utilises, en 
orientation sens ou antisens, pour produire des plantes 
transgeniques, notamment a partir de colza ou d'autres 
15 plantes oleagineuses, afin de reguler l'activite LPAAT 
chez la plante ainsi transformee, et agir sur la composi- 
tion en acides gras des lipides, et en particulier des 
triacylglycerides, produits par cette plante. 

La presente invention englobe egalement les 
20 plantes transgeniques produites de la sorte. 

Ces plantes peuvent etre obtenues par les 
techniques habituelles, connues en elles-memes, de trans- 
gdnese vegetale. Selon 1' utilisation envisagee, une se- 
quence d'acide nucleique conforme a 1 ' invention peut etre 
25 placee sous controle d'un promoteur inductible ou d'un 
promoteur constitutif, d'un promoteur ubiquitaire, ou 
d'un promoteur tissu-specif ique . Ces plantes peuvent ega- 
lement contenir d'autres transgenes, pref erentiellement 
des transgenes derives de genes impliques dans la biosyn- 
30 these des lipides. 

On peut en particulier obtenir : 
- des plantes transgeniques, exprimant au 
moins une sequence conforme a 1 ' invention codant pour une 
LPAAT fonctionnelle, en lieu et place d' une ou plusieurs 
35 sequences codant des LPAAT endogenes, ou en supplement de 
celles-ci ; 
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- des plantes transgeniques exprimant au moins 
une sequence conforme a 1" invention en orientation anti- 
sens, afin d'inhiber 1' expression des LPAAT endogenes ho- 
mologues, et favoriser ainsi l'activit6 d'autres LPAATs, 
d' origine endogene ou exogene. 

Par exemple : 

- pour produire des colzas transgeniques a te- 
neur elevee en acide erucique, on peut co-transformer le 
colza avec d'une part une sequence d'ADN codant pour une 
LPAAT incorporant pref erentiellement 1' acide erucique en 
position sn-2, telle que la LPAAT de Limnanthes alba 
[LASSNER et al., (1995), publication precitee] , et 
d' autre part une sequence d' acide nucleique conforme a 
1* invention en orientation antisens, afin d'inhiber au 

15 moins en partie, la production de LPAAT endogene entrant 
en competition avec l'activite de la LPAAT exogene de 
Limnanthes ; 

- pour augmenter la teneur globale des graines 
en triglycerides, on peut transformer le colza avec une 
sequence d'ADN conforme a 1" invention, codant pour une 
LPAAT plastidiale deletee de sa sequence d' adressage dans 

les plastes ; 

- pour augmenter la teneur en acides gras sa- 
tures, en particulier en acide palmitique, on peut co- 
transformer le colza avec une sequence d'ADN conforme a 
1' invention, codant pour une LPAAT plastidiale deletee de 
sa sequence d' adressage dans les chloroplastes, et avec 
un ou plusieurs genes d' ACP-thioesterases utilisant pre- 
f erentiellement des palmitoyl-ACP comme substrats. 

30 La presente invention sera mieux comprise a 

l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant 
1' identification, et le clonage d'un gene codant pour la 
LPAAT BAT 2 de Brassica napus . 
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EXEMPLE 1 : ISOLEMENT ET CARACTERI SAT ION DE L'ADNc D'UNE 
LPAAT DE COLZA 

Pour rechercher la presence de genes codant 
pour des LPAAT, une banque d'ADNc d' embryons immatures de 
5 colza a ete criblee par complementation heterologue de la 
mutation du gene plsC de la souche JC201 d'E. Coli 
[COLEMAN, J. Biol. Chem. , 265:17215-17221, (1990)]. Cette 
mutation ponctuelle confere aux mutants JC201 un pheno- 
type thermosensible, du fait de 1' inactivation a tempera- 
10 ture elevee de la LPAAT codee par le gene plsC. Ces mu- 
tants poussent bien a 30°C, dif f icilement a 37°C et pas 
du tout a 42-44°C. 

Pour le criblage, une banque de phagemides de- 
rivee de 2 x 10 6 clones preleves sur une banque d'ADNc 
15 d' embryons immatures de colza clones dans le vecteur 
lambda ZAPII (STRATAGENE), a ete construite en utilisant 
le kit « ExAssist » (STRATAGENE) . 

Les bacteries sont transformers par electropo- 
ration avec ces phagemides, puis cultivees sur LB agar, 
20 en presence d' ampicilline et d' IPTG ( isopropyl-(3-D- 
galactothiopyranoside) . Les bacteries qui poussent a 42°C 
sont selectionnees. L'ADN plasmidique des clones capables 
de pousser a 42 °C a ete analyse par PCR, pour determiner 
la taille de 1' insert. Apres 3 cycles de transformation 
25 suivie de selection, environ 85% des clones contiennent 
un insert de 1,2 kb environ. Le sequencage des extremites 
des inserts de 4 de ces clones montre qu' ils sont identi- 
ques. L'un de ces clones, denomme pBAT2, a ete entiere- 
ment sequence. 

30 EXEMPLE 2 : SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE DE BAT2 ET SEQUENCE 
PEPTIDIQUE DEDUITE. 

L'ADNc du clone pBAT2 comprend une sequence de 
1155pb suivie d'une queue poly (A) de 18 residus. Cette 
sequence comprend une phase unique de lecture ouverte, 
35 correspondant a un polypeptide de 351 acides amines, qui 
represente une proteine de fusion, comprenant 344 acides 
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amines de la sequence de pBAT2, et une partie de la se- 
quence de la p-galactosidase du vecteur de clonage. La 
sequence qui est representee sur la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID NO: 1, comprend en outre une 
5 partie de la sequence genomique (nucleotides 1 a 79 de la 
sequence SEQ ID NO: 1) situee en amont de la sequence 
d'ADNc de pBAT2 . 

2 codons ATG pouvant constituer des sites po- 
tentiels d' initiation de la traduction ont ete localise 

10 sur la sequence SEQ ID NO: 1 ; si le premier d'entre eux 
(position 58 de la sequence SEQ ID NO: 1) est utilise, le 
produit de traduction de la sequence SEQ ID NO: 1 est un 
polypeptide de 359 acides amines, dont le poids molecu- 
laire et le pi theoriques sont respectivement de 39,6 

15 kDa, et d' environ 9,8 ; ce polypeptide est represents sur 
la liste de sequences en annexe sous le numero 
SEQ ID NO: 2 . " Si 1' initiation de la traduction s'effectue 
au niveau du 2* me codon ATG (position 103 de la sequence 
SEQ ID NO: 1), le produit de traduction est un polypep- 

20 tide de 344 acides amines, dont le poids moleculaire 
theorique est d' environ 37,9 kDa . 

L' analyse de la sequence en acides amines de 
BAT 2 par le logiciel pSORT suggere la presence d' un pep- 
tide signal d' environ 80 a 95 residus. Cette sequence si- 

25 gnal potentielle est riche en serine, en alanine, en va- 
line, et en acides amines basiques, ce qui est caracte- 
ristique des sequences d'adressage vers la membrane des 
chloroplastes . 

L' analyse de la sequence polypeptidique indi- 

30 que egalement la presence de deux domaines transmembra- 
naires potentiels, respectivement situes entre les acides 
amines 124 a 140, et 219 a 235. 

Les sequences consensus des LPAAT (FPEGTRS et 
PFKKGA) , sont respectivement situees aux positions 273- 

35 279 et 286-291 de la sequence SEQ ID NO : 2 ; une sequence 
correspondant a la sequence consensus NHXXXXD, qui est 



conservee chez toutes les acyltransf erases membranaires 
connues jusqu'a present, est localisee aux positions 202- 
208 de la sequence SEQ ID NO: 2. 

EXEMPLE 3 : ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA PROTEINE CODEE PAR 
L ' INSERT D'ADNC DE pBAT2 

Pour verifier que la proteine codee par 
1' insert de pBAT2 possedait ef f ectivement une activite 
LPAAT, la capacite de cette proteine a incorporer l'acide 
oleique ou de l'acide palmitique en position sn-2 du LPA, 

a ete testee. 

La souche E. coli JC201 transformee avec 
pBAT2, et a titre de temoins, la souche E. coli JC201 
non-trans formee, ou transformee avec le vecteur (pBSK) 
depourvu de 1' insert d'ADNc de BAT2 r sont mises en cul- 
ture a 30°C jusqu'a une densite optique de 0,5. 

Apres induction par l'IPTG, et culture pendant 
3 h a 30 °C, les bacteries sont lysees et fractionnees et 
1' activite specifique LPAAT est mesuree, sur les extraits 
membranaires bruts, en presence d' oleoyl-CoA (1- 14 C) ou de 
palmitoyl-CoA(l- 14 C) , selon le protocole de CAO et al. 
[Plant Physiol., 9:1199-1206, (1990)]. 

Les resultats sont illustres par le tableau I 
ci-dessous, qui indique 1' activite specifique, en pmol 



CULTURE 


SUBSTRAT 


Oleoyl-CoAd-^C) 


Palmitoyl-CoA ( 1- C) 


JC201 


1, 86 


3,74 


JC201+pBSK 


1, 65 


1, 59 


JC201+PBAT2 


5,8 


11,06 



formee avec pBAT2 presentent une activite LPAAT supe- 
rieure a celle des extraits membranaires obtenus a partir 
de la culture non-transformee, ou transformee avec le 
vecteur pBSK, ce qui montre que 1' activite LPAAT est ef- 
fectivement restauree par le produit de traduction de 
1' insert, de pBAT2 . 



12 

EXEMPLE 4 : LOCALISATION CELLULAIRE DE BAT2 

La localisation plastidique suggeree par 
l'.analyse de sequence de BAT 2 a ete verifiee en testant 
la capacite de chloroplastes de pois isoles a importer 
BAT 2 . 

Dans ce but, l'ADNc du clone pBAT2 a ete 
transcrit in vitro, en utilisant l'ARN polymerase T3 ; le 
transcrit est traduit en systeme acellulaire de germe de 
ble, en presence de methionine marquee au 35 S . On obtient 
ainsi un produit de traduction d' environ 40 kDa. Ce pro- 
duit est incube avec des chloroplastes isoles de pois. 
Apres 1' incubation, les chloroplastes sont traites a la 
protease et fractionnes, selon le protocole decrit par 
BROCK et al. [Plant Mol. Biol. 23 (4), 717, (1993)], et 
les differentes fractions analysees par electrophorese 
pour rechercher le produit marque au 35 S . 

Les resultats de cette analyse montrent que le 
produit de traduction de BAT2 est importe dans les chlo- 
roplastes de pois, et clive en une proteine de 32 kDa qui 
est essentiellement localisee dans la fraction membra- 
naire, et un peptide signal de 8 kDa. 

Ces resultats confirment que la proteine BAT 2 
est bien synthetisee avec un peptide signal dont le role 
est d' importer la proteine dans la membrane des chloro- 
plastes. Le precurseur a une masse apparente d' environ 
40 kDa et le peptide signal d' environ 8 kDa. 
EXEMPLE 5 : LOCALISATION DE L' EXPRESSION DU GENE BAT2 

L' expression du gene BAT2 a ete etudiee dans 
differents organes de B . napus et d'A. thaliana. 

L' etude a ete effectuee par transfert de Nor- 
thern, en utilisant une sonde correspondant a la sequence 
codante de BAT2, sur des ARN totaux de tiges, de racines, 
de feuilles, de fleurs, de graines en cours de developpe- 
ment [28 JAP (jours apres pollinisation) ] , et de graines 
seches . 
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Dans chacun des tissus de B. napus et d'A. thaliana tes- 
tes, on observe 1' hybridation de la sonde avec un trans- 
crit d' environ 1,3 kb chez B. napus, et avec un transcrit 
d' environ 1 kb chez A. thaliana. L' intensite du signal 
5 d' hybridation est similaire dans tous les tissus, y com- 
pris les tissus non-photosynthetiques contenant des plas- 
tes autres que les chloroplastes . L' observation d' une hy- 
bridation dans les graines matures, indique en outre que 
le messager de BAT 2 demeure stable lors de la maturation 
10 de la graine. 
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LISTE DE SEQUENCES 

NOMBRE DE SEQUENCES : 2 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 1252 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



( ix ) CARACTERI STIQUE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
<B) EMPLACEMENT : 58 . .1134 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TAAAAACAGC AGAGAAAAGA GTCAAGAGAT AAAAGCAATG AAGATGGAGA GATAAGC 57 

ATG AGC AAA TCT CAC GGA CGA TGT TTT AGC TCG CGA GAT TCC GCC ATG 105 
Met Ser Lys Ser His Gly Arg Cys Phe Ser Ser Arg Asp Ser Ala Met 
15 10 15 

GAT GTC GCT TCT GCT CGG GGG GTC TCC TCA CAT CCT CCA TAT TAT AGC 153 
Asp Val Ala Ser Ala Arg Gly Val Ser Ser His Pro Pro Tyr Tyr Ser 
20 25 30 

AAA CCC ATT TGT TCA TCA CAG TCA TCG TTG ATT CGG ATT CCG ATC AGT 201 
Lys Pro lie Cys Ser Ser Gin Ser Ser Leu lie Arg lie Pro He Ser 
35 40 45 

AAA GGA TGT TGC TTT GCT CGT TCT TCG AAC TTG ATT ACT TCC CTT CAT 24 9 

Lys Gly Cys Cys Phe Ala Arg Ser Ser Asn Leu He Thr Ser Leu His 
50 55 60 

GCT GCT TCG AGA GGG GTG ACA AGG CGT ACT AGT GGT GTA CAA TGG TGT 297 
Ala Ala Ser Arg Gly Val Thr Arg Arg Thr Ser Gly Val Gin Trp Cys 
65 70 75 80 

TAC CGT TCT ATT AGA TTT GAC CCT TTC AAA GTT AAT GAT AAG AAC TCA 345 
Tvr Arq Ser He Arg Phe Asp Pro Phe Lys Val Asn Asp Lys Asn Ser 
85 90 95 

AGA ACT GTG ACT GTG AGA TCG GAT CTT TCA GGA GCT GCA ACC CCT GAA 393 
Arq Thr Val Thr Val Arg Ser Asp Leu Ser Gly Ala Ala Thr Pro Glu 
100 105 HO 

TCT ACT TAT CCA GAA CCA GAG ATT AAG TTG AGC TCA AGA CTC AGA GGG 4 41 

Ser Thr Tyr Pro Glu Pro Glu He Lys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Gly 
115 120 125 

ATA TGC TTC TGT CTC GTT GCT GGC ATC TCC GCC ATT GTT CTC ATC GTC 4 89 

He Cvs Phe Cys Leu Val Ala Gly He Ser Ala He Val Leu lie Val 
130 135 140 

CTG ATG ATC ATT GGC CAT CCC TTC GTC CTT CTA TTT GAT CGT TAC AGG 537 
Leu Met He He Gly His Pro Phe Val Leu Leu Phe Asp Arg Tyr Arg 
145 150 155 160 
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AGA AAG TTC CAT CAC TTC ATT GCT AAG CTT TGG GCT TCC ATA AGC ATC 585 

Arc Lys Phe His His Phe He Ala Lys Leu Trp Ala Ser He Ser He 
165 170 1*75 

TAC CCG TTT TAC AAA ACA GAC ATC CAA GGT TTG GAG AAT CTG CCG TCG 633 
Tvr Pro Phe Tyr Lys Thr Asp He Gin Gly Leu Glu Asn Leu Pro Ser 
180 185 190 

TCA GAC ACT CCT TGT GTA TAC GTT TCG AAC CAC CAA AGC TTT CTG GAT 681 
Ser Asp Thr Pro Cys Val Tyr Val Ser Asn His Gin Ser Phe Leu Asp 
195 200 205 

ATA TAC ACA CTT CTC AGC CTT GGC CAA AGC TAT AAG TTC ATC AGC AAG 729 
He Tyr Thr Leu Leu Ser Leu Gly Gin Ser Tyr Lys Phe He Ser Lys 
210 215 220 

ACA GGG ATA TTC GTT ATT CCT GTC ATC GGT TGG GCT ATG TCC ATG ATG 777 
Thr Glv He Phe Val He Pro Val He Gly Trp Ala Met Ser Met Met 
225 230 235 240 

GGG GTT GTT CCC TTG AAG AGG ATG GAC CCA AGA AGC CAA GTG GAT TGC 825 
Glv Val Val Pro Leu Lys Arg Met Asp Pro Arg Ser Gin Val Asp Cys 
y 245 250 255 

TTA AAA CGC TGC ATG GAA CTA GTG AAG AAG GGA GCT TCC GTC TTT TTC 873 
Leu Lvs Arg Cys Met Glu Leu Val Lys Lys Gly Ala Ser Val Phe Phe 
260 265 270 

TTC CCA GAG GGA ACG AGG AGT AAG GAT GGT CGG TTA GGT CCT TTC AAG 921 
Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Lys Asp Gly Arg Leu Gly Pro Phe Lys 
275 280 285 

AAA GGG GCT TTT ACG ATA GCA GCT AAG ACA GGA GTT CCA GTG GTG CCA 969 
Lvs Gly Ala Phe Thr He Ala Ala Lys Thr Gly Val Pro Val Val Pro 
290 295 300 

ATA ACG CTG ATG GGA ACA GGG AAG ATC ATG CCG ACG GGT AGT GAA GGT 1017 
He Thr Leu Met Gly Thr Gly Lys He Met Pro Thr Gly Ser Glu Gly 
305 310 315 320 

ATA CTG AAT CAT GGG GAT GTG AGA GTG ATC ATC CAC AAG CCG ATA TAT 1065 
He Leu Asn His Gly Asp Val Arg Val He lie His Lys Pro He Tyr 
325 330 335 

GGA AGC AAA GCT GAT GTT CTT TGC GAA GAG GCG AGA AAC AAG ATA GCT 1113 
Glv Ser Lys Ala Asp Val Leu Cys Glu Glu Ala Arg Asn Lys He Ala 
340 345 350 

GAA TCT ATG AAT CTC TTG AGT TGAAACGTTT GTTTTTTAAG CAGTGTCTCT 1164 
Glu Ser Met Asn Leu Leu Ser 
355 

ATGAACAATG AGAAGGCTAA ACCATTTTTA CATGTCAGTT T TAT TGT TTA AAATAAAATT 1224 
TAGGCTTTTC AAAAAAAAAA AAAAAAAA 1252 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 359 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ser Lys Ser His Gly Arg Cys Phe Ser Ser Arg Asp Ser Ala Met 

1.5 10 
Asp Val Ala Ser Ala Arg Gly Val Ser Ser His Pro Pro Tyr Tyr Ser 

Lys Pro lie Cys Ser Ser Gin Ser Ser Leu lie Arg lie Pro He Ser 

40 45 



35 



Lys Gly Cys Cys Phe Ala Arg Ser Ser Asn Leu lie Thr Ser Leu His 



50 55 60 



Ala Ala Ser Arg Gly Val Thr Arg Arg Thr Ser Gly Val Gin Tr P Cys 

70 75 



65 



Tyr Arg Ser He Arg Phe Asp Pro Phe Lys Val Asn Asp Lys Asn Ser 

J Q5 90 " 

Arg Thr Val Thr Val Arg Ser Asp Leu Ser Gly Ala Ala Thr Pro Glu 



100 



Ser Thr Tyr Pro Glu Pro Glu He Lys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Gly 

120 12;> 



115 



lie Cys Phe Cys Leu Val Ala Gly He Ser Ala lie Val Leu He Val 



130 135 140 



Leu Met He He Gly His Pro Phe Val Leu Leu Phe Asp Arg Tyr Arg 
145 I 50 

Arg Lys Phe His His Phe He Ala Lys Leu Tr P Ala Ser He Ser He 

Tyr Pro Phe Tyr Lys Thr Asp He Gin Gly Leu Glu Asn Leu Pro Ser 

185 



180 



Ser Asp Thr Pro Cys Val Tyr Val Ser Asn His Gin Ser Phe Leu Asp 
195 200 205 

He Tyr Thr Leu Leu Ser Leu Gly Gin Ser Tyr Lys Phe He Ser Lys 
210 215 220 

Thr Gly He Phe Val He Pro Val He Gly Trp Ala Met Ser Met Met 

225 230 

Gly Val Val Pro Leu Lys Arg Met Asp Pro Arg Ser Gin Val Asp Cys 
245 250 

Leu Lys Arg Cys Met Glu Leu Val Lys Lys Gly Ala Ser Val Phe Phe 

Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Lys Asp Gly Arg Leu Gly Pro Phe Lys 
275 280 285 

Lys Gly Ala Phe Thr He Ala Ala Lys Thr Gly Val Pro Val Val Pro 
290 295 300 

Thr 

305 310 



He Thr Leu Met Gly Thr Gly Lys He Met Pro Thr Gly Ser Glu Gly 

315 
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He Leu Asn His Gly Asp Val Arg Val He He His Lys Pro He Tyr 
325 330 335 

Gly Ser Lys Ala Asp Val Leu Cys Glu Glu Ala Arg Asn Lys He Ala 
340 345 350 

Glu Ser Met Asn Leu Leu Ser 
355 
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RE VEN D I CAT I ON S 

1) Fragment d' acide nucleique comprenant : 

a) une sequence codant pour une LPAAT vegetale 
dont la sequence peptidique presente au moins 20% 
d'identite avec la sequence SEQ ID NO: 2 ; et/ou 

b) une sequence complementaire de la sequence 

codante a) ci-dessus. 

2) Fragment d' acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce que ladite sequence codante 
code pour le polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2. 

3) Fragment d' acide nucleique de plus de 20pb, 
capable de s'hybrider specif iquement en conditions strin- 
gentes avec une sequence codante telle que definie dans 
une quelconque des revendications 1 ou 2, a 1' exception 
des fragments constitues par un oligonucleotide codant 
pour l'une des sequences peptidiques suivantes : 

FPEGTRS ; 
PFKKGA ; 
ou par son complementaire. 

4) Vecteur recombinant contenant un fragment 
d' acide nucleique selon une quelconque des revendications 
1 a 3. 

5) Cellule transformer par au moins un frag- 
ment d' acide nucleique selon une quelconque des revendi- 
cations 1 a 3. 

6) Cellule transformer selon la revendication 
5, caracterisee en ce qu' il s'agit d'une cellule vege- 
tale. 

7) Plante transgenique transformee par au 
moins un fragment d' acide nucleique selon une quelconque 
des revendications 1 a 3. 

8) Utilisation d' un fragment d' acide nucleique 
selon une quelconque des revendications 1 a 3, pour regu- 
ler l'activite LPAAT chez une plante. 

9) Utilisation selon la revendication 8, ca- 
racterisee en ce que ladite plante est le colza. 
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10) Utilisation selon une quelconque des re- 
vendications 8 ou 9, caracterisee en ce que ledit frag- 
ment d' acide nucleique est utilise en orientation anti- 
sens . 

5 11) Utilisation selon la revendication 10, ca- 

racterisee en ce que ledit fragment d' acide nucleique est 
utilise pour exprimer une LPAAT f onctionnelle . 

12) Utilisation selon la revendication 11 , ca- 
racterise en ce que ladite LPAAT est deletee de sa se- 
10 quence d'adressage dans les plastes. 



